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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

多くの細菌は細胞外にメンブランベシクル（MV）と
呼ばれる膜小胞を放出する（図 1）。MV は細胞膜によ
り形成され，タンパク質，核酸やシグナル物質などを含
み，環境に放出された後に周囲の細胞に付着・融合す
る。従って，細胞間での様々な物質の輸送に関わると考
えられている。MV は特にグラム陰性細菌で研究されて
きたが，多くのグラム陽性細菌でも生産が確認され，
MV 生産は細菌に遍在する性質であると考えられてい
る。グラム陰性細菌の MV は主に細胞外膜から構成さ
れるため，しばしばアウターメンブランベシクル

（OMV）とも呼ばれる。近年では実環境中からも MV
は同定され，海洋中の物質循環に大きな役割を果たして
いることが示唆された 3)。MV 生産が遍在的に観察され
る中で，MVの生物学的な役割やその形成メカニズムに
ついて多くの関心が寄せられている。さらには MV の
特性がリポソームに類似するため，バイオナノテクノロ
ジー技術の有用なプラットフォームとなりえ，MVを利
用した応用研究についても注目が集まっている 1)。将来
的には MV はドラッグデリバリーシステムに代表され
るような，より効率的でスマートな次世代型微生物制御
への応用が期待される。実環境中における複合微生物系
の制御は活性汚泥法を含めたバイオレメディエーション
技術の大きな課題であるが，MVを基盤とした技術革新
によって複合微生物系をコントロールできる日が来るか
も知れない。

2.　MV の生物学的な役割

将来的な MV の利用のためには，その機能の理解は
重要である。MV の生物学的な役割についてこれまで
様々な報告がなされており，今後も増えていくと思われ
る。これまでに明らかになっているものについてまとめ
ると，MV は大きく分けて二つの役割を持っている。そ
れはすなわち，生産した細胞の生存に関わる役割と，周
囲の細胞との相互作用に関わる役割である。

2.1　 細胞の生存に関わる MV の役割

細胞の生存に関わる役割として，細胞内のストレスを
緩和する作用がある。例えば，薬剤やペリプラズム内に
蓄積したミスフォールドタンパク質によって MV 生産
が誘導され，それによって薬剤やミスフォールドタンパ
ク質が細胞外に排出される 2,16)。この作用に加えて MV
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図 1．P. aeruginosaが生産するMVのTEM画像 31)。Bar, 500 nm.
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は外部からの攻撃に対して“おとり”として働く 9)。バ
クテリオファージは細胞外膜を認識して宿主に感染する
ことが知られている。MV は細胞外膜と同様な構成成分
であるために，MV が存在するとファージは MV に捕
捉され，その結果細胞の生存率が上昇する。同様にし
て，細胞膜に作用するペプチド系抗生物質に対しても
MVの存在が細胞の生存率を上昇させる。

2.2　 周囲の細胞との相互作用に関わる MV の役割

周囲の細胞との相互作用に関わる役割としては，遺伝
子の水平伝播や宿主細胞への毒素タンパク質の運搬，微
生物間コミュニケーションシグナルの伝達などが挙げら
れる。Pseudomonas aeruginosa は疎水性の高いシグナ
ル物質，Pseudomonas quinolone signal（PQS）を生産す
ることが明らかとなっていたが，この疎水性の高いシグ
ナルが一体どのようにして細胞間で伝達されるのかにつ
いて議論となっていた。そこで細胞外に排出された PQS
の局在が調べられた結果，細胞外に排出された PQS の
ほとんどは MV に含まれていることが明らかとなっ
た 11)。PQS を含む MV を P. aeruginosa に与えると，
PQS 制御下の遺伝子発現が誘導されたことから，MV
は PQS の伝達をなしうることが明らかとなった。PQS
が MV に含まれる利点として，水環境中で拡散性が向
上することが挙げられる他に，PQS が局所的に高濃度
な環境を作り出し，周囲の細胞に効率よく運搬されてい
ると考えられる。このように MV は細菌にとって重要な
様々な役割を有しており，細胞間相互作用を司ることも
ある。このような MV の性質はドラッグデリバリーシス
テムに通じるものがあり，実際に利用が検討されている。

2.3　 最近見つかった MV の新たな役割

MV の役割については最近では生態的な役割も見出さ
れている。海洋中で存在量が多い Prochlorococcus が
MVを生産することが新たに分かり，実際の海洋中から
も MV が同定された 3)。MV が他の細菌にとって栄養源
となりうることから，MV が海洋の物質循環に多大な影
響を与えることが推定されている。さらには植物病原細
菌である，Xylella fastidiosa においては細菌が葉などの
表面へ付着するのを MV が調節することによって，病
原性をコントロールすることも示されている 6)。

3.　MV の形成機構

これまで述べてきたように様々な細菌において MV
生産の有無や MV の機能に関して報告されてきている。
その機能の多様性は MV が単なる細胞の残渣ではない
ことを物語っている。それでは，一体どのようにして
MV は形成されるのだろうか？ MV 形成に関わる因子
は数多く報告されてきているが，実はその詳細な形成メ
カニズムは未だ明らかとなっていない。これまでに MV
が単なる溶菌で形成された構造物ではなく，その生産が
様々な因子によって制御されていることが実験的に証明
された。その理解は MV 生産の人工的な制御にも繋が
る。MV の形成機構についてはグラム陰性細菌において
MV 形成に関わる環境因子や遺伝子の同定が試みられ，
その結果から推測される形成メカニズムが複数提唱され

ている 13,26)。その一方で，グラム陽性細菌に対する知見
は皆無である。ここでは主にグラム陰性細菌で得られて
いる知見について解説する。しかしながら，以下に述べ
る研究の多くは特定遺伝子の変異株やノックアウト株を
用いた実験であり，野生株の正常な生育において MV
形成がどのような分子制御プロセスを経ているのか，そ
の全貌は明らかとなっていない。また，MV の生産は多
くの細菌で見られる遍在的な現象であることが認知され
てきている一方で，それを説明する普遍的な MV 形成
機構の存在は明らかとなっていない。

3.1　 内膜と外膜の架橋の消失による MV 形成

グラム陰性細菌の MVは外膜から形成されることから
外膜が何らかの影響で剥離し，小胞化するプロセスが必
要となる。そこで重要な役割を果たすのが外膜－ペプチ
ドグリカン（PG）－内膜間の架橋である。Escherichia 
coliや P. aeruginosa，Salmonellaなどを用いた研究にお
いて，リポタンパク質や外膜タンパク質の欠損株では
MV 高生産性を示すことが報告された 4,20)。つまり，外
膜－PG－内膜間の架橋が消失することで，外膜が剥離
し，MV形成が誘導されるというモデルである。

3.2　 膜の湾曲による MV 形成

細胞表面のアニオン性電荷間の反発による外膜の湾曲
化も MV 形成を引き起こす因子の一つである。B-band 
LPS の負電荷が電荷間の反発を生むことで膜が不安定
となり，MVが形成されるというモデルが提唱された 7)。
同様に，P. aeruginosa の生産する細胞間シグナル物質
の一つで負電荷をもつ PQSが LPSと結合し，LPS分子
間の反発力を強めることで外膜の湾曲化と MV 形成を
誘導するモデルも報告され 12)，PQSの添加が P. aerugi-
nosa のみならず他の細菌の MV 形成を誘導することも
報告されている 21)。

3.3　 ペリプラズムストレスによる MV の誘導

ペリプラズムにおける不要物質の蓄積と膨圧の上昇に
よる MV 形成モデルも提唱されている。このモデルは
Porphyromonas gingivalis を用いた研究で初めて示され
た。オートリシンの欠損株では細胞壁の分解が阻害され
ることでペリプラズム内に蓄積した PG断片によって膨
圧が上昇し，外膜が押し出される形で MV が形成され
ると推測されている 33)。E. coli や P. aeruginosaにおい
てもペリプラズムにおけるミスフォールドタンパク質の
蓄積が MV 形成を増加させることが報告されてい
る 15,24)。
上記のモデルの他にも，膜の局所的な流動性の違いや
細胞表面の湾曲性 22)，近年では鞭毛遺伝子なども MV
生産に関わることが提唱されている 8,10)。しかしながら，
いずれも詳細なメカニズムについてはほとんど解明され
ていない。

4.　環境に応じた MV 形成

我々もこれまで P. aeruginosaを用いて PQSや二環化
合物の添加，アルギン産合成経路が MV 形成に関与す
ることなど，種々の MV 形成メカニズム解析を進めて
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きた 21,23–25)。そこから見えてくるものは，同一菌種にお
いても様々な MV 誘導および形成機構が存在するとい
うことである。以下 P. aeruginosa を用いて分かってき
た最近の知見について紹介する。

P. aeruginosa は広く土壌から海洋にまで生息する環
境常在菌であり，酸素のある好気条件下で生息できるだ
けでなく，嫌気条件下では硝酸を利用した脱窒を介して
エネルギーを生産できる。この脱窒環境下ではバイオ
フィルム形成や，微生物間コミュニケーション（クォラ
ムセンシング）関連遺伝子の発現が好気条件下とは大き
く異なり，条件によって異なる生態を示すことを我々の
研究を含め明らかにしてきた 5,29,32)。P. aeruginosaはクォ
ラムセンシングシステムとして三つの異なるシグナル物
質を使い分けており，特筆すべきことに PQS は合成に
酸素を必要とするため，嫌気条件下では生産されな
い 28)。この PQS は P. aeruginosa の MV 形成に必須で
あるとされたため，嫌気条件下では MV は形成されな
いと予測されていた 18)。そんな中，我々は嫌気条件下で
MV が形成されているのを観察した。興味深いことに，
その形成量は好気条件下の 6倍近くであり，嫌気条件下
で MV生産を促進させるメカニズムが推定された 31)。

4.1　 P. aeruginosa の嫌気条件下での MV 生産経路

グラム陰性細菌において MV は主に細胞外膜から構
成されるため，多くの外膜タンパク質を含む一方で内膜
タンパク質は少ないという特徴を持つ。P. aeruginosa
が嫌気条件下で生産した MV のタンパク質組成を解析
したところ，外膜と似たタンパク組成であった 31)。それ
に加えて pyocin 由来のタンパク質が蓄積されているこ
とが明らかとなった。Pyocin は P. aeruginosa が生産す
るバクテリオシンの一種であり，自身とは異なる系統の
P. aeruginosaを溶菌させる。従って，PAO1株が生産し
た pyocin は PAO1株には効かない。この pyocin はスト
レス応答，すなわち SOS 応答の制御下に入っており，
DNA 損傷ストレスなどによって生産が促進される。こ
れまでいくつかの報告で，P. aeruginosaが生産した MV
に pyocin 由来のタンパク質が含まれていることが明ら
かとなっていたが 30)，MV における役割については未解
明であった。MV はストレス存在下で誘導されること，
また，pyocinもストレス存在下で誘導されることも踏ま
えて，この両者には何か重要な接点があると考えて解析
を行った。その結果，pyocin生産遺伝子を欠損させると，
嫌気条件下における MV 生産量は著しく低下すること
が示された。一方で，好気条件下では pyocin 生産遺伝
子は MV 形成に影響しなかった。これらの結果は，P. 
aeruginosa が条件によって異なる MV 誘導機構を持つ
ことを示す。現在 pyocin 生産がどのように MV 形成を
誘導しているのかについて詳細な解析を行っている（現
在投稿中）。それでは，なぜ嫌気条件下で pyocin によっ
てMVが誘導されているのだろうか？先程 P. aeruginosa
は嫌気条件下で脱窒を行うことを説明したが，その過程
で一酸化窒素（NO）が生産される。NO は核酸合成を
阻害することからそれが引き金となり，SOS 応答が活
性化し，pyocin 生産が誘導され，その結果 MV が誘導
されている。自身が生産する NO 以外に他の細菌が生
産した NO や宿主細胞が生産する NO に応答する形で

MV が誘導されることが示唆される。MV の細胞間にお
ける役割を考えると，今後の解析が期待される。

4.2　 バイオフィルムで生産される MV

実環境中の細菌の多くはバイオフィルムを形成して集
団生活をおくっていることが明らかとなっている。バイ
オフィルムの一番の特徴として，細胞同士を接着させる
細胞外マトリクスの存在が挙げられる。細胞外マトリク
スは細胞同士や細胞と基質の接着を担い，抗生物質等の
外からの刺激に対しても細胞を守る役割を持つ。その構
成成分についてはこれまでに主に多糖について研究さ
れ，P. aeruginosaにおいては pel，psl，アルギン酸が同
定されている。しかしながら，P. aeruginosa や環境サ
ンプルなどにおいて多糖よりもタンパク質の含有量が多
いことがしばしば観察されていた 14)。また，MV が細胞
外マトリクスに含まれていることも明らかとなってい
た 19)。それにも関わらず，その詳細についてはよくわ
かっていない。筆者らは P. aeruginosa バイオフィルム
において，どのようなタンパク質が細胞外マトリクスに
含まれるのかをプロテオーム解析によって同定した 30)。
ここで，興味深いことに非常に多くの細胞外膜タンパク
が同定された。細胞外マトリクスで検出された上位 20
のタンパク質を見渡すと，実にそのうちの 15ものタン
パク質が外膜タンパクであった。一方で，内膜タンパク
は非常に少なかった。この結果は，同定されたタンパク
質が細胞残渣由来である可能性が低いことを示す。なぜ
これほどまでに外膜タンパクが存在するのか考えたとこ
ろ，MV 由来ではないかという結論に辿り着いた。そこ
でバイオフィルムの細胞外マトリクスから MV を精製
し，そのタンパク質組成を解析したところ，細胞外マト
リクスで同定されたタンパク質のおよそ 30％もの種類
は MV 由来であることが示唆された。これらの結果よ
り，バイオフィルム中で活発に MV が生産されている
ことが示され，さらにはそれらが細胞外マトリクスタン
パクの大部分を占めていることが示された。

4.3　 バイオフィルムと浮遊細胞由来の MV の比較

MVは環境に応じてその誘導機構が異なってくること
から，環境に応じて異なる性質や機能が付与された MV
が生産されている可能性がある。そこで，バイオフィル
ムと浮遊細胞由来の MVに含まれるタンパク質を網羅的
に同定して，比較した 30)。その結果，P. aeruginosa の
浮遊細胞が生産する MV には，毒素因子が含まれてい
た一方で，バイオフィルム由来の MV には毒素因子は
含まれておらず，浮遊細胞由来の MV からは同定され
なかった鉄獲得に関わるタンパク質が多数同定された。
P. aeruginosa が生産する MV はプロテアーゼ等の毒素
因子を含むことから，感染宿主に対する MV の役割が
これまで注目されていた。しかしながら，今回新たに解
明されたバイオフィルム由来の MV は従来報告されて
いたような毒素因子は含まれておらず，新たな役割を
担っていると考えられる。鉄の獲得は細菌にとって生存
戦略上非常に重要であり，そのために，鉄獲得システム
は高度に発達している。バイオフィルム中では慢性的な
鉄不足に陥ると考えられているが，MV が鉄のキャリ
ヤーになりうることは他の細菌で報告されており 17)，バ
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イオフィルム中での鉄の獲得や蓄積にも MV は寄与し
ているのかもしれない。MV のバイオフィルムでの機能
を明らかにするには更なる解析が必要であるが，多糖な
どの細胞外マトリクスがバイオフィルムの骨格であると
すると，MV はそこに様々な機能を付与できるアクセサ
リー的な要素を持っていることが想像できる。実際に多
糖と思われる繊維状の構造物に MV が付着しているの
が観察されている。

5.　MV の応用展開

MV はすでにワクチンとしての利用が研究されてお
り，今後も様々な応用事例が増えていくと思われる。上
述したように MV は環境や生活スタイル（浮遊 vs バイ
オフィルム）によってその中身が変化する。この中身の
変化はおそらく MV の機能そのものに影響を与えるこ
とが推察される。こうした MV の性質を積極的に利用
する事によって MV をナノテクノロジーのプラット
フォームとしても今後利用できることが期待される 1)。
MVは細胞間相互作用に関わる物質輸送システムである
ことから，我々は MV を改良することによって，特定
の活性や機能を付与した MV を特定の細胞に輸送する
ことが任意に行えるようになると考えている。このよう
な技術は複合微生物系の中で特定の微生物群のみを制御
したいニーズの高いバイオレメディエーションの現場に
対して有効となる。また，臨床においては常在菌に影響
をほとんど与えずに病原性細菌にのみ抗生剤を届けるよ
うなドラッグデリバリーシステムの構築に寄与する。当
該技術の構築に向けて，MV の基礎的な知見を蓄積し，
そこに根ざした MV 改変技術の確立が必須である。MV
は細胞外膜から形成されるために，その改変は比較的簡
便に行える。例えば，細胞のリポ多糖（LPS）組成を改
変すれば，MV の LPS 組成もそれに伴って変化する。
また，我々は任意のタンパク質を細胞外膜に局在させる
ことで，そのタンパク質を含んだ MV を作製させるこ
とにも成功している（図 2）。以上のように MV を改変
し，その挙動や機能を地道に解析していくことによっ
て，MV デザイン化の方法論が構築されると思われる。
さらに，ここで得られる知見を既存のリポソーム工学の
知見と融合させることによって，革新的な技術が生まれ
ることが期待される。
当グループでは排水処理に関わる微生物機能が微生物
間コミュニケーションによって制御できることを解明し
ており 27,28)，現状より環境低負荷な排水処理システムの
構築のために，活性汚泥中での微生物間コミュニケー
ションの制御を目指している。すでに微生物間コミュニ
ケーションで使われるシグナル物質が MV によって運
搬されることを見出しており，MV を利用したバイオテ
クノロジー技術に取り掛かっている。また，MV の応用
はこうした輸送システムのみならず，物質生産において
は，通常は菌体外に排出されない有用物質をMVによっ
て排出させることも可能であると考えている。以上のよ
うな MV の利用価値の高さから MV 生産を任意にコン
トロールできるシステムを開発している。

6.　今後に向けて

これまでに MV 研究はその機能と形成機構を中心に
行われてきた。その一方で，放出された MV がどのよ
うにして細胞に付着し，さらには融合してその中身を受
け渡すかについては全く解明されていない。MVの細胞
に対する付着性に選択性があるのか，あるいは均等に付
着されるのかについて明らかにすることは非常に興味が
もたれる。ここを解明することによって，MV 形成，拡
散，付着・融合の一連の流れ，つまりは“細菌間メンブ
ラントラフィック”の全体像が解明され，さらなる応用
展開も期待される。MV の機能についても，これまでに
病原性への関与について研究されてきたが，植物内生細
菌や腸内細菌などの存在を考えると宿主に対して協調的
な作用を MV がもたらしていることも十分に考えうる。
さらには，環境中での MV の役割についてはほとんど
分かっていない。バイオフィルム中から MV が多く同
定される事を考えると，環境中の至る所で MV が生産
されていることが予測される。MVの全貌を解き明かす
ことによって，今後MVを利用したバイオテクノロジー
技術の真のポテンシャルが明らかになると思われる。
MV研究はまだまだ発展途上にあり，微生物学分野に今
後大きなインパクトをもたらすことが期待される。
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